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Nouveaux derives acyles hvdro.nl ubles de peptides ou d ' amino-acides , leur 
preparation ec leur application. ~ 



u- prince invention a pour objet de nouveaux derives acyles 
hydrosolubles de peptides ou d'amino-acides, leur preparation et leur 
application. 

On salt que le dosage colorimetrique ou f luorimetrique des 
proteases (ou peptidases) utilise divers deriv.es d'acides amines ou de 
peptides dont l'extremite N-terminale est substitute par un groupement 
acetyle, benzoyle, t-butyloxycarbonyle , benzyloxycarbonyle, glutaryle, 
succinyle, tosyle, etc...., et dont l'extremite C-terrainale est amidee par 
un groupement nitroanilide , A-methoxy-2-naphtylamine, amino-7-methyl-4- 
coumarine, alpha-.naphtylamine, beta-naphtylamine, 3-amino-9-ethyl- 
carbazole, indolylanine, 3-amino-5-bromoindole, etc., ou esterifiSe par 
un groupement alpha- ou beta-naphtol, naphtol AS-D (2-methoxyanilide de 
l'acide 3-hydroxy-2-naphtoIque,) etc... Ces memes derives peuvenc etre 
utilises pour visualiser les proteases et l es peptidases in situ par les 
methodes de l'histochimie enzymatique (Lojda, Z., Gossrau, R. et 
Schiebler, T.H. (1979) Springer-Verlag, Berlin, pp 339). Ceneralement, 
ces derives sont peu solubles dans l'eau et il est necessaire de les 
dissoudre au prealable dans un solvant organique et ensuite de diluer ces 
solutions dans un tampon. La faible solubilite des substrats entralne une 
faible sensibilite des methodes de dosage des proteases et des peptidases 
et limite les- possibilities de visualisation par des methodes 
histochimiques. 

On sait egalement que certains derives d'amino-acides ou de 
peptides peuvent jouer le role d'inhibiteur d' enzymes et etre utilises 
notamment comrne medicaments, par exemple comme substrats-suicides pour 
lesdites enzymes. Ici encore, la preparation, la mise sous forme, 
galenique appropriee et 1' utilisation in vir.ro ou in vivo de ces derives 
sont rendues difficiles en raison de leur faible solubilite dans l'eau. 

On sait enfin que 1'on peut obtenir des prodromes, permettant de 
conferer notamment un effet retard ou de faciliter le transport de drogue in 
vivo en liant la drogue (substance active) a un peptide, mais leur faible 
solubilite dans l'eau constitue souvent un handicap pour la preparation et 
l'efficacite de ces prodrogues. 

De telles prodrogues sont interessantes en particulier lorsque 
le peptide constitue un bon substrat pour une protease specifique 
secretee par la cible de la drogue active, (par exemple par une cellule 
tumorale ou par un micro-organisme pathogene) , car dans ce cas la drogue 
accive n'est liberie que dans 1' environnement de la cible, ce qui a pour effet 
de favoriser l'efficacite de la drogue. 

La presente invention a pour objet de nouveaux derives acyles 
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hvdrosolubles de peptides, d' amino-acides , ou de peptides ou i' amino-acades . „ 
grouoetnent C-terminal modifie, caracterises par le fit que leur groupement 
N-eenninal esc acyle par un groupement polyhydroxyalcanoyle. 

Ledit groupement polyhydroxyalcanoyle possede generalement 3 a 10 
atomes de carbone ec au moins 2 groupements hydroxyles. 

L' invention s'etend notamment aux dies derives acyles de peptides ou 
d'amino-acides done le groupement C-terminal porce un substituant -X eel que 

defxm ci ^ r "^ f6rence> ied . c groupemenC polyhydroxyalcanoyle (egalement 
designe par 1' abreviation PRA) repond a la fonnule h - (CHOH). - CO -, dans 

• lacuelle ^ represente H - ou CH 3 - ct . est un nombre entier pouvant varier 

^ 2 1 ? ' L'invention a en particulier pour objet les nouveaus derives de 

fonnule generale I: '"1 

R 1 -(CROH) m -C0-(NH-CH-C0) n -X (I) 
R 

dans laquelle R. et » sent definis comme precedent, R est une chaine 
latcrale d'amino-acides, n est un nombre entier pouvant varier de 1 i 10 

• eC X est un groupement actif tel que par exemple un substituant capable 
de conferer aux derives de formule I une coloration, une fluorescence ou 
une activite phannacologique, etant entendu que lorsque n est superieur a 
1, les substituants R peuvent etre different* dans un meme expose de fonnule 

Parmi les composes de l'invention on citera par exemple ceux 
pour lesquels R^CHO^-CO- represente un reste dihydrcxypropionyle , 
erythronoyle, threonoyle. ribonoyle. arabinoyle, xylouoyle, lyxonoyle. 
gluconoyle, galactonoyle, mannonoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle, 
etc '.• R represente la chaine laterale d' amino-acides D ou L. en particulier 
d'amino-acides de la serie L. choisis parmi les amino-acides suivants: serine, 
threonine, asparagine, proline, glutamine, glycine, alanine, valine, cysteine 
ou un de ses derives S-substitues, methionine, leucine, isoleucine, 
phenylalanine, p-nitrophenylalanine , tyrosine ou un de ses derives 
O-substitues, lysine, ornithine, arginine, tryptophane, acide aspartique. 
acide glutamique. gamma-ester d'alkyle ou d'aryle de 1'acide aspartique. 
delta^ester d'alkyle ou d'aryle de 1'acide- glutamique . etc... 

Dans la rormule I. X represente notamment un groupement X t - -NH-Rj 
derivanc d'une amine qui peut etre par e,emple une amine aromatize 

„11. que la p-nitroaniline . mipha-naphtylamine, la beca-naphtylamine . la 
4 _ ra ethoxy-beca-naphtylamine. 1' amino-7-mechy l-.-coumarine . 

l- an ino-7-trifluoromeehyl-4-coumarine. 
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l , amino-7-nitro-4-oxa-2-ben Z odia 2 ole-l,3, l*ainino-3-ethy]-9-ca*ba2ole. ou X 
represence un groupemenc X 2 = -NH-R^ derivanc" d ' une drogue aminee R 3 -kh 2 qui 
peuc ecre par exemple la daunorubicine, la puromycine, 1 » adriamycine , la 



primaquine,! la chloroquine etc... ou bien : 



represence un autre groupemenc 



accif X 3 , capable de conferer par exemple une accivice pharmacologique au 
pepcide de formule I, X 3 ecanc en parciculier un groupemenc conservant ou 
ameliorant 1' accivice inhibicrice d'enzyme, comme un groupemenc 
-H, -OH, - CH 2 C1, -O-alkyle, -O-Ar (Ar ecanc un groupemenc aryle, Cel que 
phenyle, evencuellemenc subscicue, par exemple un groupemenc nicrophenyle) , 

- CH J , - N j , -O-Alk-Hg-Cl. 
N \n 

ou - NH - Alk - Hg - CI (Alk eCanc un groupemenc alkylene) . 

Parni les derives de formule I, ec sans que ceCCe liste soit 
limicacive, ceux_qui_ comporcenc les sequences enumerees ci-dessous sont 
ucilisables comme subscracs, y compris comme subscracs-suicides , pour les 
enzymes suivances (eCanc encendu que les sequences indiquees sonc les 
sequences minimales ec qu'il esc possible d'inserer 1 i 3 aucres acides amines 
encre le groupemenc PHA ec le pepcide indique) : 
La chymocrypsine : 

PHA-L-Phe-X 

PHA-L-Tyr-X 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Phe-X 
PHA-Gly-Gly-L-Pro-L-Phe-X 
La crypsine : 

PHA-L-Arg-X 

PHA-L-Lys-X . - 

PHA-L-Phe-L-Va 1-L-Arg-X 
PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 
PHA-L-Ph e-L-S e r-L-Ar g-X 

PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-X. ... 
La Chrombine ou la plasmine : 
• - PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

PHA-Gly-L-Pro-L-Arg-X 
La plasmine : . " 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Lys-X 

PHA-L-Va 1-L-Leu-L-Ly s-X 

P HA- L - 1 1 e - L - P h e - L - Ly s - X 

PHA-L-Phe-L-Ala-L-Lys-X 

PilA-L-Phe-L-Va 1-L-Arg-X 
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L'elastase : 

PHA-L-Al a — Ala-L-Ala-X 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-X 

EHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-X 

PHA-Lj-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-X 

PHA-I-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Mec-X 

La cathepsine B : 

PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

La cathepsine D : 

PHA-L-Arg-Gly-L-Phe-L-Pro-X 

PRA-L-Arg-L-Phe-L-Pro-X 

PHA-L-Ala-L-Arg-L-Arg-X 

La cathepsine G : _ 
PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Me t-X 
PHA _L-Phe-L-Leu-l,-Phe-X 

- La papaine: 

PRA-L-Arg-X ■ 
. La ficine ou les peptidases neutres: 
PHA-Gly-Gly-l-Leu-X 

La collagenase: • 

PHA-Gly-L-Pro-L-Ala-Gly-L-PTO-X 

PHA-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-X 
L' urokinase ou 1'activateur du plasminogen: 
PHA-Gly— Gly-L-Arg-X 
PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 

PHA-L-Phe-Gly-Gly-L-Arg-X _ 
La kallikreine ou 1'activateur du plasminogen: . 
PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 

Le facteur X a : — 

PHA-L-Ile-Gly-Gly-L-Arg-X - 
La protease de Limulus polypheny ac.tivee- par. un- lipopolrsaccharide: 

PHA-L-Val-t-Leu-Gly-L_-Arg-X 

Dans les listes de derives peptidiques- donnees ci-dessus, 

chaque acide amine est represents par son. symbol* usuel". 

D .unefa C ongene„le. dans les foWesde la presente -mande «^ 
suppose par convention que chaque acide amine a. son. grouped «r-l..l 
a eauche ec son groupement C-tertninar-a, droite-.T- .- 

0 ,„ 5 x..-ii.... «. «b«..«.«— ™ x »~* 
„„ u. «.i^,x~— - H ~ x 3 »" 

rm oar X (les produits sont 
sonc alors ucilisables come medicaments) ou par ^ V 
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alors utilisables notamment pour effectuer des dosages). 

Parmi les derives de formule I ec sans que cecce Usee soic 
li-icaclv. ceus qui sont enumeres ci-dessous sonc ucilisables conune 
prodrogues.anti-tumorales.Ils presences 1'avancage de ne liberer la drogue 
o.u au voisinage des cellules Morales, sous lotion des proc£ases s6cr6tge 
par celles-ci. 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-Daunorubicine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-Adriamycine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-IL-Ala-L-Leu-Adriamycine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-Daunorubicine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-Adriamycine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-L-Leu-Adriamycine 

PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-Daunorub icine 

PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-Adriamycine 

PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-L-Leu-Adriamycine 

?HA-L-Phe-L-Ala-L-Lys-Daunorubicine 

PHA-L-Phe-L-Ala-L-Lys-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-L-Phe-L-Ala-L-Lys-Adriamycine 

PHA-L-Phe-L-Ala-L-Lys-L-Leu-Adriamycine 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-Daunorubicine 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-Adriamycine 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-L-Leu-Adriamycine 

PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-Daunorubicine 

PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-JL-Pro-L-Phe-L-Arg-Adriamycine 

PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-L-Leu-Adriamycine 

Panni les derives de formule I ucilisables comme prodrogues 
antiparasitics, on citera a citre d'exemples non l iniCacifs les 
composes suivancs : 

. . P^-I-Val-i-Leu-Cly-L-Arg-Pritnaquine 
PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Chloroquine 

II a See crouve, conformant I l a presence invention, que les 
nouveaux derives de formule I portant un groupment polyhydroxyalcnovl. 
en position N-ccrainale sont solubles a cres haute concentration dans 
I'eau ou dens un tampon. II n'est done plus necessaire de dissoudre 
prealablcent ces dGr ives (substrats des protCases ou peptidases) dans u„ 
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solvanc organique. Crace 3 ces derives, la sensibilice des nechodes de 
detection des proteases ec peptidases esc considerablemenC auementee et 
• il esc en outre possible de determiner facilemenc le meilleur substrac 
peptidique '. pour une protease donnee, comme cela esc illustre par 
l'exemple d' application B ci-apres. En effet, pour que la vitesse 
d'hydrolyse.soit elevee, il faut que la concentration de substrat libre soit 
la plus elevee possible, par exemple nectement superieure a la constante de 
Michaelis. Avec les proteases et peptidases, cette constante est de l'ordre de 
grandeur de ImM. Lorsque le substrat est pea soluble, il se trouve sous forme 
d'une dispersion d'agregats dans le tampon et la concentration efficace 
(substrat non agrege) est tres inferieure I la valeur de la constante de 
Michaelis. En oucre, les derives selon la presence invention, qui sont tres 
hydrosolubles, ne portent pas de charges dues au substituanc solubilisant, 
contrairement aux derives dont le groupemenclN- terminal esc substitue par des 
restes succinyle .ou glutaryle. Enfin la preparation des derives de l'invention 
est particuliereSe'nc simple: le peptide ou 1' amino-acide est substitue par 
reaction avec la lactone ou un ester actif du PHA sur son Rroupement 
alpha-amine, puis le groupement alpha-carboxylique du peptide ou de 
1' amino-acide est substitue par un groupement actif convenable. 

L'invention a egalement pour" objet un procede de preparation 
des nouveaux derives acyles hydrosolubles decrits ci-dessus. Ce procede 
est principalement caracterise par le fait que l'on soumet un acide amine 
ou un peptide, ou un de leurs derives S groupement C-terminal modifie, a 
une reaction d'acylation du groupenenc N-terninal par un agent 
d'acylation derive d'un acide polyhydroxyalcanolque. 

L'invention a en particular pour objet un procede de 
preparation des nouveaux derives de formule I. Ce procede est caracterise 
par. le fait que l'on utilise comme produit de depart un derive 
d' amino-acide ou un peptide de formule: 



dans laquelle: 

n, R et X sont definis. comme precedemment, que l'on fait reagir le 
compos! de formule II avec un derive actif d'un acide polyhydroxyalcanoxque d 
formule : 

R 1 -(CH0H) m -C00H I" 
dans laquelle: 

ec m sont definis comme precedemment, 
pour obcenir un compose de formule: 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



0126685 



IV 



cue i-on «, M fot«, si desire, en tout autre derive de fonr.ule I se lon 

les methodcs connues. 

D'une facon general, les diverses transformations d'un compose 
e fo rmule .1 en un autre co.pose de formule I (avec un substituant X 
afferent) sont effectuees selon les methodes classiques Serines dans 

les ouvrages specialises tels q ue par exemple "Methods in Enzymology" - 

-roteolytic Enzymes, en particulier Volumes 19, 45 ec 80. 

Les peptides de depart peuvent etre soic achetes dans le 

coerce, soit synthases selon les Rhodes classics de la synthese 

pepcxdxque (voir par exemple Cross, E. and Meienhoffer J. (1979) The 

Prides : Analysis, synthesis, biology. Academic Press, New York, Volumes I 

II, III et suivants). 

Dans des modes d'exicution particuliers, le precede de 

1'invention peut encore presenter les caracteristiques suivantes prises 

isolement ou en combinaison: 

- le derive actif d' acide polyhydroxyalcanoique est un derive 
capable d'acyler le groupement N-terminal du compose II. C e derive actif 
est par exemple la lactone correspondant au dit acide ou un ester actif 
dudic acide tel que par exemple V ester de N-hydroxysuccinimide. 

- pour transformer le compose de formule IV (avec X = OH) en derive 
de formule I dans laquelle X represente -NH- ^ ou -NH— R , on. fait reagir 

1 amine ou en presence d'un agent de couplage tel que par 

exemple le benzotriazol-l-yl-oxy-tris (dime thy lamino) phosphonium 
hexaf luorophosphate (ou BOP). 

L* invention a Sgalement pour objet 1' utilisation comme- derives 
hydrcsolubles, de composes choisis parmi les acides amines, les peptides, les 
acxdes amines a groupement C-terminal modifie et les peptides a groupement 
C-te^inal codifie, de derives (N-terminal) -acyles de ces composes, cette 
utilisation etant caracterisee par le fait que le groupement N-terminal 
desdits composes est acyle par un groupement polyhydroxyalcanoTque. 

L'invention a notamment pour objet l'utilisation comme 
medicaments hydrosolubles des derives acyles tels que definis ci-dessus 
possedant une activite pharmacoligique , en particulier des derives de formule 
I pour lesquels X . NN-R^ , ^ repentant le reste d'une drogue aminee ou 
ien X represente un groupement X 3 choisi parmi -H, -OH, -CH CI. -0- alkvle 
-O-Ar (Ar Gtant un groupement aryle.tcl que phenyl*, evencuellement" 
substitue, par exemple un groupement ni crophenyle) , 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



0126685 



I , N , -O-Alk-Hg-Cl, 

\|. \l . 

ou -NH-Alk-Hg-Cl (Alk etanc un groupetr.ent alkylene). 
Bien entendu, 1' invention s'ecend aux compositions 
pharmaceutics contenant au moins un compose de formule I conuue ingredient 
actif , eventuellement en association avec un excipient approprie. 

Lorsque les derives de formule I sonC des prodrogues ils sont 
utilises \ des doses correspondant aux doses usuelles de la drogue active 
avec les memes indications therapeutiques que ladite drogue active. 

Gendralemenc, la coxicite des prodrogues esc inferieure a celle 
des drogues correspondantes. 

Lorsque les medicaments de 1'invencion sont des inhibiteurs d'enzyme 
ils sont utilises, notamment comme agents "de traitement preventif de la 
formation de metastases et de la proliferation des tumeurs. Les doses 
efficaces varient generalement de 0,1 a 10 rag/Kg. 

Les medicaments de 1' invention sont administres par toute voie 
convenable. U faut nocer toutefois que la voie orale ne convient " 

generalement pas. 

lis peuvent etre presences notamment sous forme de solut_ons 
injectables. de poudres lyophilisees a diiuer dans le serum physiologique, de 
solutions ou d'emulsions a appliquer sur la peau ou les muqueuses, de 
solutions en conditionnement pressurise pour aerosols, etc... 

Les exemples suivants illustrent 1' invention. sans la limiter. 
EXEMPLE 1 : Substrat de l'elastase 

Le peptide L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala (1 mmole) synthetise par les 
mechodes classiques de la synthese peptidique est dissous dans.le 
dinethylsulfoxyde (5ml) en presence de K-trimethylbenzylamine (sous forme 
de methoxyde de N-tri^thylbenzylammonium) (2mmoles) . A cette solution, 
on ajoute la glucono -delta-lactone (2mmoles). La solution est agitee a 
50°C pendant 15 heures. 

Le PHA-pep tide est purifiS par chromatographic sur une colonne 
de silice (3x30cm) dans le systeme-solvant (CHC^/C^OK/H^/C^CO^, 
8-6-1-1 en volume). La solution contenant le PHA-peptide est Svaporee- a 
siccite: Le rcsidu (huile) esc repris dans le N-dimethylf ormamide (3ml) I 

A ■ une solution- du- PHA-peptide •- (lnm-ole) dans le 
V-dimechylformamide sec ec dipourvu d'amine (2ml). on ajoute 1'hydroxy-l- 
berzocriazole (Immole), le dicyclohexy Icarbcd i imide (lomole) et l'A.E.C 
(a.i„o-3-4chyl-9-e.rb a .ol.) (1-oie). La solution est a S ic6e a U'C pendant 
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P«is 3 25°C pendant 18h. La solution esc - ■ J . 

pour tavoH „ r , a - • ■ ensuitc rerroidie I 4° C pendant lh 

P ur Eavorxser la prestation de la dicy = lohe>:vlur ee cui Me elimin , 

T te par fiicracion - * ^ ch 7 ».« Bld . cst €vap ; r ; ;;; s ; 1 ;;;; ee 

reduite a . 50°C. Le PHA-L-Ala-I at,. d Passion 
chromatographie sur une col ^"^ir'*-™ «t Purifie par 

rnA-i.-Ala-^-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC P<:t- - 

P-ete est veri7iee ~ h 5 ^nm. Sa 

veritiee par chromato S raphie en couchc nine, t »e * 
content 1. expose sent concentrees a siccite L . r H ! Cl ° nS 
d'eau et la solution » , ■, . *"c«e. Le residu est repris dans 2ml 

solution esc lyophilisee (Rendement: 80 p 100) 
Le PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC esc caracterise . 
speech infrarouge ; band " caraccgris ^ C 6 rj-! 0 "" 6 ^ 

a^e 1:1^0; amide II:1535; groupe l ts 
a romati<,ues:U90; par spectrophocomecrie ultraviolet.. • 

340nm, minimum a "itrav^o letter maximum d' absorption a 

d'.«it«ion.3« B ; ' ^ •"•"""-orlrftrl.: longueur d'onde maximale ' 

«xc«xon.3«n.. longueur d'onde maximale d'em ission : 390nm 
La solubilite du PHA-L-Ala-L-Ala-L-?ro-L-Ala-AEC P «r 
a SOmg/ml dans 1' eau distillee ou un r~ 7 superieure. 
SSEli: Subscrac de l^asLsI ^ C ° EPriS 3 " »" 

method ^ P6PCide ^ Ala -i- Ala -^-i-Val-0B 2 l est syr ,hetise par les 
-thodes classics de la synthese pe P cidi q ue. Le symbole Bzl est i k 

d, igna nt le d.ri. ester ben 2yliq u e . Le ^^JX 

— - cours des ,I P es de ^^^T " " 

i::r::i; s ::r; c :; pm -— - - -,^r;:;r 

siccite. fUcrc et evapore a 

U PHA-peptide-OI! (Immolo) est dissous dans le N Hii-Th , , 
Cml) \ C ecc 1 ^-dlmethvlfornamide 
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solution esc agitee pendant 2h a 4*C puis 18h a 25°C sous acnosphcre inerte. 
Ensuice, la solution est refroidie pour favoriser la precipicacion complete de 
la dicyclohesyluree qui esc elirainee par filtration. Le N-dimechylf ormamide 
est evapor? sous vide et le PHA-peptide-AEC est purifie par chroma tographie 
sur une colonne (3x30cm) de gel de silice equilibre avec le systeme-solvant 
CHC1 3 /CH 3 0H/CH 3 C0 2 H, 80:30:5 par volume (Rendement : 80 p 100). 

Le PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-AEC presente les 
caracteristiques correspondant au groupement PHA, aux liaisons 
pepcidiques et au groupement AEC, comme indique a l'exemple 1. 
EXEMPLE 3 : Subscrat de la chymotrypsine. 

Le chlorhydrate de 1' ester methylique de la L-phenylalanine , 
L-Phe-OCH ,HC1 (2mmoles) est dissous dans le dimethylsulf oxyde (3ml). A cecte 
solution, on ajoute la glucono-delta-lactone (6mmoles) et la N-triethylamine 
(6mmoles). La solution est agitee a 50'C pendant 15h. Le PHA-L-Phe-0CH 3 est 
purifie par chroma tographie sur une colonne (3x30cm) de gel de silice 
equilibre dans l*^ systeme-solvant (CHCyCH^H/HjO/CH^H, 8:6:1:1 par 
volume. Le PHA-L-PhS-OCtLj est ensuite saponifie dans une solution de 
methanol/eau (1:1, v/v) amenee a pH 10.5 par addition de soude 21! pendant 
■ 12h. Le PHA-L-Phe-OH est purifie sur une colonne (3x30cm) de gel de silice 
equilibre dans le systeme-solvant CHC^/CH^H/C^CO^/HjO , 6:6:1:1. Le 
PHA-L-?he-0H (lmmole) est substitue par l'AEC dans les conditions decrites a 
l'exemple 1. 

Le PHA-L-Phe-AEC- presente: les caracteristiques correspondant au 
groupement PHA, aux noyaux aromatiques. de l'AEC et de Phe, ainsi qu'aux 
liaisons amides, comme indique a l'exemple 1. 
EXEMPLE A : Subscrat de la collagenase 

De maniere analogue a celle decrite a .l'exemple 1 , le -peptide 
L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-OBzL,HCl (synthetise par les mechodes classiques de 
la synthese peptidique) est convert! en derive 
PHA-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC. Rendement.: 60 p 100 : 

• --Le- PHA-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC presente les;- caracteristiques 
correspondant au" groupe PHA, aux liaisons, peptidiques et au groupe AEC, 
comme indique a l'exemple 1. 
EXEMPLE 5 : Autre substrat de. la collagenase 
De- maniere analogue, le derive 
''' "ciy-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-OBzl.KCl (synthetise par les methodes classiques de 
la synthase pepcidique) est convert! en derive -"" 
PHA-Glv-L-Pro-L-Ala-C]y-L-Pro-AEC. Rendement 60 2. 

Le PHA-Cly-L-Pre-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC presente les caracteristiques 
correspondant au groupe PHA, aux liaisons peptidioucs et au groupe AEC. comme 
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indique a l'exemple I. 
EXEMPLE 6 : Prodrogue 

Le PHA-l-Ala-L-Ala-L-Pro-r v,i 

- - - Pr °-I- V al prepare comme decrit dans 

caracteri "'^ "^^^^^^l-^uno^icine presente les 
car.cten.ciq,., correspondant au group einenc PHA , aux liaisons ' 
* I'aglycone de la daunorubicine deterges 0 P-P««1«.. et 

.b,.rptw« 1 . ec fluo^tri.. V " infrarouge, 

De aaniere analogue, on prepare le derive 

EXEMPLE 7 : Prodrogue s 

D« facon, analogue, i es dgriv - s 

PHA-L-Ala-L-Ala-^Pro-L-Val-adrlamvcine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-i-Val-L-Leu-adria^cine .„,' prepare^, le derive de 
la daunorubicine decrit dans l'ex«pl. 6. 
EXEMPLE 8 : 

De f aeon analogue, on prepare les composes : 
PHA-L-Phe-L-Pro-L-Arg-Adriamycine 
PHA-L-Phe-L-Pro-L-Arg-Daunorubicine 
PKA-L-Phe-L-Pro-L-Arg-L-Leu-Adriamycine 

EXEMPLE 9 : 

De facon analogue, on prepare le compose : 
PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Prinaquine qui esc utiH-Ki 

EXEMPLES D-APPT.Tr.rxnK ' "ilisable connne prodrogue. . 

A. Dosage de l'elastase 

a ) Dosage cinetique 

Le peptide PIIA-J^-Al a-LAla -L-P r o— L-AXa— AEC est. dissous dans un 

rr,rr. r^:. s ::c:^— *r — 

(1.0 a .100 .icrogrannnes^l) a ^ de la solution de peptide- dans une cuvette 
de fluoride. La cuvette est introduite in^diate.ent dans le 

™rr: :donc ie co ™ nc •« La 

e d onde d e Cacion es£ 352nn> ^ iQngueur d o ^ e 

n*. On enre^stre le signal Mission" pendanc 3mirl . L . accivicS ^ , 
est detennmee par l a penCe de la CQurbe ^ vaieurs 
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corresponds a 10ng, 50ng. lOOoc, 200ng, SOOng ec 1 nicrojrramme d'elascase 
sonc reporte.es sur un graphique. Dans ces conditions, l'incensice de 
fluorescence mesuree est proportionnelle a la quantite d' enzyme ajoucce au 
milieu reactionnel. 

b) Dosage classioue 

La peptide PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est dissous dans un 
tampon Tris-HCl 0.05. pH 8.8 afin d'obtenir une densitc opcique a 340nm 
de 0,1 pour un trajet opcique de 1cm. Cecce solution esc repartie dans 
des tubes a hemolyse silicones (lml. par tube). Dans chaque Cube, on 
ajouce 10 microlicres d'une solution d'elascase dans un tampon Tris-HCl, 
P H 8.8 contenanc 0/0,5/l/2/5/10n g d'elascase. Les Cubes sonc maintenus a 
37 0 C pendant 30min. La reaction esc arricee par addicion de 0,3ml de 
N-dimechylforEamide concenant du chlorure de benzamidinium (40mM) . 
L'incensice de fluorescence esc mesuree a'T^Onm; la longueur d'onde 
d' excitation est 352nm. Les intensites obcenues corrigees de l'incensice 
du bla.nc, sonc porcees sur un graphique en fonccion de la concencracion 
d'elascase. Dans ces condicions,. l'incensice de fluorescence- corrigee esc 
proporcionnelle a la concencracion en elascase. Ainsi, il esc .possible de 
meccre en evidence des concencracions aussi. faibles qu'un nanogramme 
d'elascase par.ml.'soic une concencracion 40 picomolaire ou encore 
1,2::10" 7 U/ml. 

c) Conscance de Hichaelis 

La ■ conscance : de Hichaelis correspondant au pepcide 
PKA-L-Ala-L-Ala-L-?ro-L-Ala-AEC esc decerminee par la mesure de 
l'accivice de l'elascase (lOng/ml) mise en presence du pepcide a. des 
concencracions comprises encre «,2 S 10" 4 M ef 4,3x10" M. Les incensices de 
fluorescence obcenues apres 30min 2. 37«C sont uCilisees pour tracer- 



diagramme de Lini 



•Burck. La droice obcenue pernec. de decerroiner la 



nee de Michaelis qui est egaie a 0,3mM. 



B. Dosage d'une protease, du Plasmod ium falciparum 

. Le principe de ce dosage escdonne ci-apres : 
..... Des erychrocyces infesces par'-le -parasite sonc lyses par un 
. agent censio-accif . A ce lysac, on ajouce le derive PHA-pepCidyl-AEC 'ec la 
' soluCioaesc:.incubee-a- 37-C pendanc;45 ninuces-. Ensuice, 1 ' AEC libere par une 
proccase du parasice esc extraic par 1'acecace d'echyle, ec le dosage de l'AEC 
. libere-.esc-effcccue par speccrotluorimetrie - (M-. Monsigny- ef al," The- EMB0 J.. 
_1_, 303-306 (1932)). 

En utilisanc cecte method* avec divers peptides, il a See 
' tr'nuve que le peptide present dans le derive PHA-L-Val-L-T.eu-Clv-L-Arg-AEC 
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UraLcI SUbSCraC PePtidiqUe 16 PlUS f3CilemenC hydr0ly " P " 168 

Dans ces experiences, 1' 
gluconoylaminododecane. 



Censio-actif etait 



c - Proorietes des prodroeues 

A titre d'exemple, l e peptide 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-L-Leu-Adriaoycine esc soluble dans Veau. u 
est hydrolyse par 1'elastase leucocycaire ou les proteases d'origine 
morale en libera la drogue active : L-Leu-Adri affl ycine. La prodrogue 
: C 1 P * n " t " d3nS 165 « llules d^Phocyte) ou tunorales 

(cellules l«ehi,«« L1210, ou cellules du carcino.e pulnonaire de Lewis 

Au contraire. la drogue active L-Leu-Adria»ycine liberee 
P« 1' action des proteases, penetre dans le^cellules Morales et.provooue la 
mort de ces cellules. . . 

Le peptide PHA-L-Phe-L-Pro-L-Arg-L-Leu-Adriamycine est soluble 
d.-. 1'eau. tl est hydrolyse p ar la trypslne ec par ^ ^ 
Uberant l a drogue active L-Leu-Adria^ycine. Cecce prodrogue se co^porte 
vis a vis des cellules tumorales comme la prodrogue dScrite ci-dessus 
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- P&A^L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-J.-Arg-Gly-L-Ph£-L-Pro-X 

- PHA-L-Arg-L-Phc-i-Pro-X 

- PHA-L-Ala-L-Arg-L-Arg-X 

- PRA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Mec-X 

- PKA-L-Phe-L-Leu-L-Phe-X ' 

- ?KA-L-Arg-X 

- PHA-Gly-Gly-L-Leu-X 

- PHA-Gly-L-Pro-L-Ala-Cly-L-Pro-X 

- PHA-L-Pro-L-Ala-Gly-Wro-X 

- PHA-Gly-Gly-L-Arg-X 

- PRA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 

- PHA-L-Phe-Gly-Gly-L-Arg-X 

- PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X — 

- PKA -L-Il e-Gly.-Cly-L-Arg-X 

- PHA-L^Val-IT-Leu-Gly-U-Arg-X,"- -- «-•'•- 

dans lesquelles PHA symbolise- -ledit groupementr polyhydroxyalcanoyle ec X est 
defini corame- dans- l'une- quelconque des revendicacions 3 , 5 ec-7 a 10V 

12. Derives acyles selon la revendicacion 9 , caracterises par le faic 
qu'ils sonc choisis parmi les derives suivancs : 

- PRA-JL-Ala-L-Ala-b-Pro-L-Ala-Daunorub icine 

- PHA-L-Ala-L-Ala-^-Pro-l^-Ala-L-Leu-Daunorub icine 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-Adriamycine 

- PHA-^-Ala-^L-Ala-L-Pro-^-AJa-L-Leu-Adriatnycine 

- pHA-L-Ala-L-Ala-L^Pro-L-Val-Daunorubicine- 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-?ro-L-Va 1-L-Leu-Dauno rub icine 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-Adriamycine \. _ "' z 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-L-Leu-Adriamycine : 

- PHA-L-Phe-L^Val-L-Arg-Daunorub icine '■ ^ 

- PHA-^-Phe-L-Vsl-L-Arg-L-Leu^Daunorubicine ^ 

- PHA-I^-Phe-L-Val-L-Arg-Adriamycine-- '■ • ' ? 

- PHA-L-Phe-L-Val-L_-Arg-L-Leu-Adrianycine' . ^ 

- PHA-L-Phe-L-Ala-L-Lys-Daunorubicine 

— ~ ~ ^ 

- PHA-^L-Phe-^L-Ala-L^-Lys-L^-Leu-Daunorub icine- i£ 

- ppj^-Phe-L-Ala-L-U's-Adriamycine- - '' • ' '5 

- PHA-L-Phe-L^-ALa-L^-Lys-L-Leu-Adrianycine _2 

- PHA-Gly-Cly-U-Arg-Daunorubicine- • • " ' " g 

- PHA-Cly-Cly-^-Arg-^-Leu-Daunorubicine Ij 

- PHA-Gly-Cly-L-Arg-Adriomycine S 

- PHA-Cly-Cly-j.-Arg-J.-Lcu-Adriflniycine " || 

■I 
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- PHA-^-Pro-Whe-L-Arg-Daunorubicine 

- PHA-L-Pro-L-PhS-JL-Arg-L-Leu-Daunorubicine 

- PiU-L-Pro-L-Phe-t-Arg-Adriamycine 

- PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-L-Leu-Adriamycine 

- PHA-^-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Primaquine 

- PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Chloroquine 

13. Procede de preparation des derives acyles selon l'une quelconque 
des revendications precedentes caracterise par le fait que l'on soumet un 
acide amine ou un peptide, ou un de leurs derives a groupement C-cerminal 
modifie, a une reaction d'acylation du groupement N-terminal par un agent 
d'acylation derive d'un acide polyhydroxyalcanolque. 

H. Procede selon la revendication 13, caracterise par le fait que 
l'on utilise comme produit de depart un derive d' anino-acide ou un peptide de 
foraule H - (NH-CH-C0> n - X '""n 
_R.._ - 

dans laquelle n, R et X sont definis connne dans l'une quelconque des 
revendications 3, 5 et 7 a 10, que l'on fait reagir le compose de fermule II 
avec un derive actif d'un acide polyhydroxyalcanolque de formule : 

R 1 -(CH0H) m -C00H in 
dans laquelle : 

R^ et m sont definis comme precedemment, 

pour obtenir un compose de fonnule : 

R 1 - (CH0H) n -C0-(NH-CH-C0) n -X . IV 
R 

que l'on transforme, si desire, en tout autre derive de formule I selon les 
mechodes connues. 

15. Procede selon la revendication U, caracterise par le-.-fait que 
ledit derive actif est la lactone ou un ester de N-hydroxysuccininide du dit 
acide polyhydroxyalcanolque. 

16. Utilisation, comme derives hydrosolubles de. composes choisis 
parmi les peptides, les acides-amines a groupement C-tefminal modifie et les 
peptides a groupement C-terminal modifie, de derives (N-terminal) -acyles de 
ces composes, le groupement N-terminal desdits composes etant acyle par un 
groupement polyhydroxyalcanolque. 

17. Utilisation selon la" revendication 16, caracterisee par le fait 
que ledit derive hydrosoluble est eel que defini dans l'une quelconque des 
revendications 2 a 12. 

18. Utilisation selon la revendication 16 des composes de formule I 
pour lesquels X = NH-R^ , rcpresenccr.e le resce d'une drogue aminee ou bien 
X reprtisence un groupement Xj choisi parmi -H, -OH, -CH 2 C1, -0- alkyle, -O-Ar 
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REVENDICATIONS 

1 Derives acyles hydrosolubles de peptides, d ' amino-acides . ou de 
derives de peptides ou d' an-.ino-acides a groupenene (-terminal modifie, 
caraccerises par le fait que leur grouped H-ter.in.1 est acyle par un 
groupemenc polyhydroxyalcanoyle. 

2 Derives selon la revendication 1. caraccerises par le fait, que 
ledit grouped polyhydroxyalcanoyle posside 3 1 10 aton.es de carbone et au 
moins deux groupements hydror.yles. 

3 Derives selon 1'une quelconque des revendicacions precedences 
caraccerises par le faic que leur grouped C-cernHnal port, 

-X capable de conferer auxdits peptides ou aoino-acides une coloration, une 
fluorescence ou une accivice phannacclogique. 

A Derives acyles selon l'une quelconque des revendicatxons 
precedences, caracterises par le fait que-le groupenenC polyhydroxyalcanoyle 
esc choisi dans le groupe conscicue par les groupers dihydroxypropionyle. 
erychronovle. chreonoyle. ribonoyle. arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, 
gluconoyle. galactdnoyle," ..annonoyU. glycohepconoyle et glycooct^noyle 
: r '- " 5 DerxvWacyles selon l'une . quelconque des revendicataons 
^precedences caraccerises par le" fait V"- *poo*.n. i la for^ule generale 
R - (CHOP.) -CO-(NH-CK-CO) -X (I) 
1 m I ' 

R 

dans laquelle R, -presence -H ou ec . est un no m bre entier pouvanC 

varier de 2 a 7 R esc une chalne lacerale d" anano-acdes , » esc un noubre 

• j is in ec X esc un subscituanC capable de conferer 
encier pouvanC varier de 1 a 10 ec X esc un suu 

aux derives de fonnule I une coloration, une fluorescence ou une accxvxte 
pharmacologxque, Scant encendu que lorsque n est superieur 1 1 L. 
subscicuancs R peuvenc eCre different dans un .erne compose de- for^ule..!.- 

6. Drives acyles selon la revendicacion 5. caraccerises par le fait 
que R represente la chaxne lacerale d' a»ino-acides choxsis parei les suivanC S 
erine, threonine, asparagine, proline, glucanxne, glycine, alanxne. val ne, 
" t5i e ou un de ses derives S-substiCues, .echionine. leucine soleucine, 
Lylalanine, p-nicrophenylalanxne. tyrosine ou un de ses <^s 
0-subscicues, lysine, omichine. arginine, tryptophane, ac.de asparexque 
a cide g luca mi que. ga^-escer d'al.yle ou d'aryle de 1'acide asparexque. ec 
oelca-escer d'alfcyle ou d'aryle de'l'acide gluca.ique. 

7 Derives acvles selon l'une quelconque des revendicatxons 3 .6. 
■ car-ct6rises par le fait que X represente un grouped -NH-R, derivant d une 
ami ne antique R.-HH,. un groupeoent . -N^ derivanc dW 
r -HH,. =u bien X reprSsence un groupenent actif X3 capable de conferer une 
activite phormacologique audit peptide ou amino-acidc. 
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8. Derives acyles selon la revindication 7, caracterises par le fait . 
que ladiee amine aronatique est choisie dans le groupe cor.stitue par la 
p-nicroaniline, 1 ' alpha-naphtylamine , la beta-naphtvlamine, la 
A-methoxy-beta-naphcylamine, 1> arnino-7-methyl-A-coumarine', 
l'amino-7-trifluoromethyl-A-couniarine, 

l' am ino-7-nitro-A-oxa-2-b e nzodiazole-l,3 et V amino-3-echyl-9-carba 2 ole. 

9. Derives acyles selon la revendicacion 7, caracterises par le f ait 
que ladite drogue aminee est choisie dans le groupe constltug par ^ 
daunorubicine. la puromycine, 1'adriamycine, la primaquine et la chloroquine 

10. Derives acyles selon la revendicacion 7, caracterises par le fait 
que ledit groupement X 3 est un groupement -H, -OH, -CH^l, -0-alkyle, -O-Ar 
(Ar etant un groupement aryle eventuellement substitue) 

A ■ A 

— CH j , — N I i -O-Alk-Hg-Cl, 

ou -NH-Alk-Hg-Cl, Alk etant un groupement alkyiene. 
11.. Derives, selon l'une quelconque des revendications 7 a 10, 
caracterises- par le fait qu'ils sont choisis parmi les composes suivants:' 

- PHA-L-?he-X 

- PHA-L-Tyr-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Phe-X 

- PHA-Gly-Gly-L-Pro-L-Phe-X 

- PHA-L-Arg-X 

- PHA-L-Lys-X 

'• - PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-L- P r o-L-P h e-L-Ar g-X 

- PHA-L-Phe-L-Ser-L-Arg-X .... " 

- PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-X 

- PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-Gly-L-Pro-L-Arg-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Lys-X . .. ' 

- PHA-L-Val-L-Leu-L-Lys-X 

- PHA-L-Ile-L-Phe-L-Lys-X 

- PHA-L-Phe-L-Ala-L-Lys-X. , 

- PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Ala-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-t-Val-X • 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-T.-Mec-X 
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, rv i e cvcncucllemcnc substituc), 
(Ar Scant un groupement ar\ le e^niuui* 

/N /» 
-CK | . -» |. -O-Alk-Hg-Cl. 

► »u-vipnel cocme medicaments 
ou -NH-Alk-H B -Cl (Alk ecanc un groupement alWylene) , 

hydrosolubles. . ± qu > e lle 

19. Composition pharoaceucique , caraccerisee par 1. f " q 

iLredienC actif au moins un medicament hydrosoluble t.l que 
renferme comme ingredient set" 
defini dans la revendication 18. 
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